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5 W 要 : 本 试验 旨 在 研究 饲 粮 中 长 期 添加 酸化 剂 和 亚 剂量 硫酸 新 霉 素 对 黄 羽 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 动态 


6 ”变化 和 组 成 的 影响 。 选 择 800 只 1 日 龄 健康 岭南 黄 羽 肉鸡 ， 随 机 分 为 4 个 组 ， 每 组 5 个 重复 ， 每 个 


7 重复 40 只 鸡 。 对 照 组 CA 组 ) 饲 喂 基础 饲 粮 ，B、C 和 DD 组 饲 粮 分 别 在 基础 饲 粮 中 添加 0.2% 酸 化 剂 


8 ， 工 、0.3% 酸 化 剂 工 和 50 mg/kg BPA. WER 42d. AHI 1. 7. 14. 21. 28. 35 和 42 日 龄 


9 “时 ,采集 肉鸡 回肠 黏膜 并 提取 细菌 DNA， 采 用 聚合 酶 链 式 反应 (PCR) -变性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE) 


10 ”技术 分 析 肉 鸡 回 肠 黏 膜 菌 群 结构 ， 同 时 应 用 16S rDNA 基因 序列 技术 ， 建 立 42 日 龄 肉鸡 回肠 黏膜 细 


11 16S rDNA 的 随机 克隆 文库 。 动 态 变化 趋势 分 析 发 现 , 4 组 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 结构 发 生变 化 的 程度 


12 ATA], 1~28 日 龄 时 4 组 的 动态 变化 值 分别 为 9% 一 33%、8% 一 90%、8% 一 56% 和 17% 一 45%。 回 肠 


13 ”黏膜 细菌 随机 克隆 文库 分 析 发 现 ，A 组 文库 有 94 个 序列 ， 共 产生 16 个 OTUs (operational taxonomic 


v l4 wits); B 组 有 87 个 序列 ， 共 产生 7 个 OTUs; C 组 有 98 个 序列 ， 共 产生 5 个 OTUs; D 组 有 94 个 


15 ”序列 ,共产 生 9 个 OTUs。A 和 D 组 乳酸 杆菌 属 (Lactobacillus) 所 占 克隆 总 数 的 比例 分 别 为 39.36% 


16 ”和 50.00%， 极 显著 高 于 B (6.90%) 和 C 组 (10.20%) (P<0.01); A 组 与 其 他 各 组 其 他 菌 属 的 种 类 


17 ”与 组 成 比例 存在 差异 ， 且 均 未 发 现 与 埃 希 氏 菌 属 (Escherichia〉 相关 序列 。 由 此 可 知 ， 饲 粮 中 长 期 


18 ”添加 酸化 剂 和 亚 剂量 硫酸 新 霉 素 会 使 1 一 28 日 龄 岭南 黄 羽 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 结构 发 生 剧 烈 变化 ，42 


19 龄 肉鸡 回肠 秋 膜 菌 群 的 多 样 性 下 降 ， 乳 酸 杆菌 属 的 组 成 发 生 改 变 ， 这 种 变化 与 差异 可 能 是 酸化 剂 
20 与 抗生素 持续 压力 的 影响 所 致 。 


21 ”关键 词 ， 酸化 剂 ， 硫 酸 新 霉 素 ; 岭南 黄 羽 肉鸡 ， 肠 道 务 膜 菌 群 ，PCR-DGGE; 16S rDNA 克隆 文库 
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类 丰富 多 样 ， 这 些微 生物 会 对 宿主 的 营养 、 生 理 及 免疫 产生 显著 影响 323。 因此， 上 骨 肠 道 菌 群 对 宿主 


健康 的 影响 备 受 研究 者 的 关注 。 饲 用 抗生素 的 不 合理 和 不 规范 使 用 ， 导 致 动物 自身 免疫 力 下 降 、 采 


食量 下 降 及 肠 道 菌 群 失调 。 鉴 于 此 ， 功 能 性 饲料 添加 剂 如 酸化 剂 、 酶 制剂 、 益 生 素 等 抗生素 替代 物 


在 近 20 年 得 到 广泛 的 研究 与 应 用 。 研 究 认 为 ， 酸 化 剂 可 改善 畜 禽 的 生产 性 能 和 上 肠 道 菌 群 ， 如 提高 饲 


粮 的 养分 消化 率 、 改 善 肠 道 微 生 态 环境 、 改 善 小 肠 组 织 结构 、 促 进 肠 道 有 益 菌 增殖 、 减 少 致 病菌 及 


毒素 的 产生 等 3。 硫酸 新 霉 素 属 于 氨基 糖 音 类 广 谱 抗生素 ， 临 床上 主要 用 于 治疗 畜 禽 细 菌 性 骨 
Jg 


[5] 
肠 道 感染 ， 口 服 给 药 很 少 出 现 毒性 反应 ， 口 服 后 大 部 分 以 原形 药 随 羔 便 排 出 ， 冀 禽 体 内 无 药物 残留 。 


鉴于 硫酸 新 霉 素 具有 对 畜 禽 的 高 度 安全 性 以 及 不 易 产 生 耐 药性 和 交叉 耐 药 性 等 优点 而 成 为 国外 最 常 


用 的 兽药 之 一 。 目 前 ， 大 多 数 研 究 报 道 均 为 基于 酸化 剂 和 抗生素 促 生 长 剂 对 畜 禽 肠 道内 容 物 微生物 
药 


从 的 研究 ， 而 硫酸 新 每 素 作 为 预防 用 


和 酸化 剂 对 畜 禽 骨 肠 道 黏膜 微生物 影响 的 研究 尚未 见报 道 。 
因此 ， 本 试验 以 岭南 黄 羽 肉鸡 作为 试验 素材 ， 采 用 聚合 酶 链 式 反 应 〈PCR ) -变性 梯度 凝 胶 电 泳 


(DGGE) 技 术 与 16S rDNA 基因 序列 技术 分 析 酸 化 剂 和 亚 剂量 硫酸 新 霉 素 对 黄 羽 肉鸡 回肠 夭 膜 菌 群 
组 成 及 多 样 性 的 影响 ， 为 今后 深入 开展 饲 用 抗生素 和 酸化 剂 的 应 用 提供 依据 。 

| 材料 与 方法 

Ll 试验 材料 与 试验 设计 


试验 于 2014 Æ 10 H 29 H—2014 年 12 月 9 日 在 广东 省 农业 科学 院 动物 科学 研究 所 试验 场地 完 


成 ， 试 验 期 42 d。 选 择 800 只 1 日 龄 健康 岭南 黄 羽 肉鸡 ， 随 机 分 为 4 个 组 ， 每 组 5 个 重复 ， 每 个 重 


复 40 只 鸡 ， 各 组 的 初始 体重 无 显著 差异 (P>0.05)。 对 照 组 (A 组 ) 饲 喂 基础 饲 粮 ，B、C 和 DD 组 饲 


粮 分 别 在 基础 饲 粮 中 添加 0.2% 酸 化 剂 [ 、0.3% 酸 化 剂 工 和 50 mg/kg 硫 酸 新 霉 素 。 酸 化 剂 T[ (2009) 


外 饲 准 字 198 号 ] 为 国外 品牌 ， 组 成 成 分 为 磷酸 、 甲 酸 、 乳 酸 、 蔷 果 酸 、 柠 样 酸 和 酒石酸 ， 酸 化 剂 


IL [E] (2007) 186007] 为 国内 品牌 ， 组 成 成 分 为 延 胡 索 酸 、 乳 酸 、 柠 檬 酸 、 丙 酸 和 甲酸 。 两 种 


酸化 剂 的 用 旱 均 按 其 说 明 书 推荐 的 剂量 。 人 硫酸 新 考 素 干 品 效 价 : 675 U/mg) 购 于 宣 昌 三 峡 制 药 有 


限 公司 ， 其 用 量 依 据 《 进 口 兽药 质量 标准 》(1999 年 )。 


1.2 ”饲养 管理 


试验 鸡 均 在 封闭 式 肉 鸡 舍 内 地 面 平 养 ， 地 面 铺 放 木 悄 ， 光 照 时 间 24 h， 自 由 采 食 和 饮水 。 试 验 


选用 玉米 -豆粕 型 基础 饲 粮 ， 参 照 NRC (1994) 建议 的 《 鸡 的 营养 需要 量 》、《 鸡 饲养 标准 》(C(NY/T 


33 一 2004) 和 中 国 饲料 成 分 及 营养 价值 表 (2005 年 )， 按 照 1 一 21 日 龄 和 22—42 日 龄 2 个 阶段 进行 


饲 粮 配 制 。1 一 21 日 龄 饲 粮 的 粗 蛋 白质 水 平 为 21%， 代 谢 能 水 平 为 12.12 MJ/kg; 22~42 日 龄 饲 粮 的 
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白质 水 平 为 19%， 代 谢 能 水 平 为 12.54 MJ/kg。 试 验 末 


常规 免疫 程序 ， 鸡 舍 平 均 温 度 约 22 °C, 


相对 湿度 控制 在 60% 一 65%。 试 验 期 间 鸡 只 未 发 生 疾 病 ， 采 用 常规 消毒 。 


13 ”指标 测定 


分 别 于 试验 鸡 1、21 和 4 


2 日 龄 时 ， 以 重复 为 单 人 


7 进行 空腹 称 重 。 


称 重 前 12 h 停 料 、 不 停 水， 于 


Tad 


Ae 


2 天 08:00 进行 空腹 称 重 。 


EE] 


IRAH 


1.4 样品 采集 、 


分 别 于 试验 鸡 1、7、14、 


组 10 


(average daily feed intake, ADFI) URL 


i$ 


前 处 理 及 DNA 提 取 


21、28、35 和 42 


-80 CIRT AH o 


前 处 理 方法 参照 文献 &19， 即 将 样品 解冻 后 ， 将 1 cm 肠 段 纵向 前 开 ， 用 灭 菌 生理 


日 龄 时 ， 早 上 喂 料 前 从 每 个 重复 中 随机 挑选 2 只 
Ho 健康 的 试验 鸡 必 宰 ， 采集 回肠 斐 膜 样品 (中 部 2 cm), BAC 1 cm 立即 放 入 液 氮 中 速冻 ， 


每 个 重复 试验 鸡 的 平均 日 增 重 (average daily gain，ADG)、 平 均 


Etk (feed/gain, F/G). 


limi 


(每 
T 


E 


7 


水 漂洗 掉 大 块 的 内 容 物 ， 重 复 冲洗 2 UR, EREE ENAA A A Ad R A s 


将 ; 
DNE 


菌 分 离 ， 此 步骤 重复 1 


并 每 组 10 只 鸡 的 另外 1 cm 回肠 黏膜 样品 ， 


1 mmol/L 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) ] 中 ， 取 500 uL 


-80 ?CC 保 存 备 用 。 采 
作 步 又 按说 明 书 进行 。 


1.5 PCR-DGGE 与 图 谱 分 析 


1.3.1 PCR-DGGE 


根据 参考 文献 [11] 设 计 出 


次 ; 将 得 到 的 细菌 悬 液 13 000 r/min、4 °C 离心 30 min， 收 集 菌 体 。 


16S rDNA 的 V3 


菌 体 置 于 1.5 mL 的 TE 绥 ; 
来 提取 DNA; 


区 PCR 扩 增 引 物 (I 


' 洗 干净 的 肠 段 样品 放 入 1 mL Kal EPR ERK CL 0.1% 土 温 80) F, WARA 30s. EMT A 


up 


3 [10 mmol/L Tris-HCl (pH=8.0), 


ER 1 mL 立即 置 于 液 氮 中 速冻 ， 于 


]EZgene TM Bacterial gDNA Kit (Biomiga, USA) 试剂 盒 进 行 DNA 提 取 ， 其 操 


上 海 生物 工程 有 限 公 司 合成 )， 


341F-GC(5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAG 


CAG-3 fll 518R(5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’). PCRR MIR% (50.0 uL) : 10xbuffer( 含 氧化 镁 )5 


uL, dNTPs(10 mmol/L)4 nL， 上 、 下 游 引 物 (10 umol/L) 各 0.5 uL, RDNA (20 ng/uL) 5 uL, 


Taq DNA 


94 °C 预 变 性 3 min; 94 CH 


Ht 5 uL PCR?“ 


RAMES U/nL)0.25 uL. ddH20 4h Æ 50 uL, 同时 设 不 添加 模板 的 阴性 对 照 : PCR 扩 增 条 件 : 


E 30s, 57.5 °CiB‘K 40s, 72 


] 1.299] 1xTAE 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。PCR 产 物 采 用 试剂 盒 (上 海 生 物 工程 


HJ) E 


收 ， 其 方法 依照 试剂 盒 的 使 


说 明 。 


采用 Bio-Rad Dcode 系 统 进 行 PCR-DGGE 凝 胶 电泳 。 凝 


向 一 致 。100% 变 性 剂 溶液 含 7 mol/L ER 3& fU 40% 去 离子 甲 酰胺 。 使 用 1XTAEZIH 


°C 延伸 50s, 30 个 循环 ; 72 °C 延伸 7 min. 


TIRA 


ERR EEA 40% 一 60%， 变 性 方向 与 电泳 方 


"ux. 70V. 60?CHà 


C hinaV n pe 
e nInaA IVA 


'EHRTII 
FRHTII 


81 ” 沪 14h,，PCR 产 物 上 样 量 为 20 hL。 采 用 硝酸 银 染 色 法 ， 将 银 染 的 凝 胶 放 置 在 白光 投射 仪 上 ， 用 数码 
82 ”相机 拍照 并 保存 图 片 。 


83 ”1.5.2 PCR-DGGE 凝 胶 图 像 与 数据 分 析 


84 采用 Phoretix 1D Pro (Totallab) 软件 对 PCR-DGGE 图 像 进行 聚 类 分 析 。 动 态 变化 性 计算 公式 0 
85 ZA 

86 % change=100-% similarity . 

87 式 中 ，% similarity 表 示 2 个 相 邻 时 间 点 相似 性 的 比较 ; % change 为 变化 值 或 者 改变 值 ， 表 示 在 
88 一段 时 间 内 某 个 微 生 态 系 统 的 改变 或 更 新 程度 。 


89 L6 16S rDNA 随机 克隆 文库 的 构建 


90 ”1.6.1 细菌 16S rDNA V3 区 PCR 扩 增 


91 以 42 日 龄 黄 羽 肉鸡 回肠 黏膜 细菌 基因 组 DNA 为 模板 , 根据 参考 文献 [11] 设 计 出 16S rDNA V3 区 


92 的 引物 (无 GC 来 ) 进行 PCR 扩 增 。 引 物 ( 由 上 海 生物 工程 有 限 公司 合成 ): 341F 


93 (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’)Ail 518R(5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’). PCR bv fk A. 扩 增 条 
94 ” 件 、 电 泳 检测 和 PCR 产 物 回收 同 1.5.1. 
95 1.62 随机 克隆 文库 构建 与 数据 分 析 


96 PCR 回 收 产 物 连 接 到 pMD18-T 载 体 [ 购 于 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公司 ]， 置 于 4°C 冰 箱 连 接 过 夜 ， 
97 ”用 DH5a 感 受 态 细胞 [ 购 于 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公司 ] 进 行 重组 载体 转化 ， 将 转化 产物 加 入 LB 培养 基 


98 ”中 37°C、160 r/min 培养 1h 后 ， 取 适量 培养 物 涂 布 于 LB 抗 性 平板 [ 含 50 ug/imLSX FT; EA (Amp) 


99 ”20% 异 丙 基 硫 代 -B-D- 半 乳糖 菁 CIPTG) 和 2.5% 5- 省 -4- 握 -3- 嘻 哄 -B-D- 半 乳糖 苷 (X-gal)〉] 上 ， 将 平 


100 WEE 37 °C 培养 箱 中 培养 12 一 14h， 取 出 置 于 4 °C 冰箱 过 夜 。 从 平板 中 挑 取 100 个 白色 单 菌落 ， 接 


101 ”入 LB 培养 液 (S 50 pg/mL Amp) 中 ， 移 入 摇 床 170 r/min, 37 °C 振荡 培养 12—14 h。 以 菌 液 作 为 模 


102 板 ， 用 引物 BcaBEST Primer M13-47[ 购 于 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 ] 扩 增 pMD18-T 载 体 目 的 片段 ， 
103 ”进行 阳性 克隆 PCR 鉴 定 ， 并 挑选 阳性 克隆 子 的 菌 液 进行 测序 〈( 华 大 基因 )， 建 立 克 隆 文 库 。 文 库 数据 


104 ”分 析 方 法 见 文献 [13]。 


105 ”1.7 数据 处 理 与 分 析 


106 肉鸡 生产 性 能 数据 用 SPSS 13.0 软件 进行 统计 ， 采 用 单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 程序 和 


107 “Duncan 氏 多 重 比较 法 进行 分 析 ， 数 据 结果 以 “平均 值 + 标准 误 ” 来 表示 。 


108 测序 得 到 的 16S rDNA V3 区 基因 序列 经 DNASTAR 找 出 目的 片段 ， 并 在 RDP 数据 库 中 寻找 相 


109 — 似 性 序列 《相似 性 >95%) 进行 比 对 分 析 。 回 肠 随机 克隆 文库 中 克隆 子 所 占 比 例 均 采 用 wu 检验 法 进行 


10 ”差异 显著 性 分 析 。 

111 2 结果 与 分 析 

12 21 岭南 黄 羽 肉鸡 的 生产 性 能 

113 表 1 可 知 ， 各 组 各 阶段 肉鸡 的 终 未 体重 、 平 均 日 增 重 、 平 均 日 采 食 量 和 料 重 比 均 无 显著 差异 


114 CP>0.05)。 由 此 可 见 ， 饲 粮 中 添加 酸化 剂 和 硫酸 新 霉 素 对 不 同 生长 阶段 岭南 黄 羽 肉 鸡 的 生产 性 能 无 


115 ”显著 影响 。 


116 表 1 酸化 剂 与 硫酸 新 考 素 对 岭南 黄 羽 肉鸡 生产 性 能 的 影响 
117 Table ] Effects of acidifiers and neomycin sulfate on performance of Lingnan yellow-feathered broilers 
项 阶段 A 组 B 组 C 组 D 组 
Items Stages Group A Group B Group C Group D 
AREE 21d 417.17+5.20 414.82+5.35 415.36+4.36 419.37+5.23 
Final weight/g 42d 1 334.14+20.27 1 358.14+20.78 1 338.09+17.97 1 339.22+18.05 
1 一 21 d 18.71+0.23 18.6140.27 18.65x0.22 18.72:0.24 
平均 日 增 重 

22 一 42 d 43.3741.59 44.92+0.82 43.94 士 1.04 43.78+1.01 

ADG/g 
1~42d 31.18+40.72 32.16+0.50 31.66+0.44 31.75+£0.28 
1~21d 32.21+0.53 31.16+0.39 32.22+0.27 31.27+0.51 

平均 日 采 食 量 

22 一 42 d 92.8743.31 96.05+1.33 94.8142.44 95.42+1.00 

ADFI/g 
1~42d 62.75+1.71 63.61+0.56 63.52+1.29 63.34+0.42 
1~21d 1.74+0.03 1.7120.01 1.75+0.03 1.69+0.05 
料 重 比 F/G 22 一 42 d 2.31+0.05 2.33+0.49 2.44+0.05 2.35+0.01 
1 一 42 d 2.14+0.02 2.14+0.03 2.21+0.03 2.14+0.01 

118 同行 数据 肩 标 相同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05), 不 同 小 写字 和 母 表示 差异 显著 CP <0.05), 


119 ”不 同 大 写字 母 表 示 差 异 极 显 著 (P<0.01)。 

120 In the same row, values with the same letter or no letter superscripts mean no significant difference 
121 (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), and with 
122 different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01). 


123. 22 回肠 黏膜 细菌 DNA 提取 和 16S rDNA V3 区 PCR 扩 增 


124 回肠 黏膜 细菌 DNA 电泳 结果 发 现 ， 片 段 大 小 约 23 kb， 经 核酸 蛋白 仪 测定 可 作为 PCR 扩 增 16s 
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125 ”rDNA V3 区 序列 的 模板 。16S rDNA V3 区 PCR 产物 大 小 约 240 bp, 片段 大 小 与 预期 的 一 致 ( 图 略 )。 


126 WT PCR 鉴定 结果 显示 (图 D. 用 引物 BcaBEST Primer M13-47 扩 增 的 PCR 产物 大 小 约 330 bp. 


127 “条 带 单一 无 引物 二 聚 体 ， 片 段 大 小 正确 的 鉴定 为 阳性 克隆 子 。4 组 分 别 从 LB 抗 性 平板 上 随机 挑选 


128 ”100 个 阳性 克隆 子 , A 组 符合 测序 的 克隆 子 总 数 为 94 个 , B 组 为 87 个 , C 组 为 98 个, D 组 为 94 个 。 
/ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 


2000bp 
1000bp.. 
750bp — 


500bp 二 . ^ k.. 9 a oe oe (UO oF UD (aD GC aw oe (em UMP os QUO aw Ge ae GF 
250bp ^ 
100bp* 


M: DL 2000; 1—23 yki#: A. B. C E D AH LB 抗 性 平板 随机 挑选 的 单 克 隆子 ，24 y: Dj 
性 对 照 。 


M: Marker DL 2000; lane 1 to 23: clones selected randomly from LB resistance plates in groups A, B, 


C and D; lane 24: negative control. 


1 克隆 子 PCR 鉴定 结果 


Fig.l PCR identification of the clones 


2.3. [BU SEES PCR ZR FS A A ES ASR LT 


rÍ 


Phoretix 1D Pro 软件 分 析 PCR-DGGE 图 谱 发 现 CK 20, AASB. C. D 2H 1 一 42 日 龄 肉鸡 回 


肠 黏 膜 菌 群 结构 的 相似 性 较 低 ， 分 别 为 36% 一 75%、33% 一 75%、40% 一 71%。 聚 类 分 析 发 现 (图 2)， 


A 组 的 1 日 龄 和 B 组 的 1 日 龄 聚 为 一 小 类 ，A 组 的 其 他 日 龄 单独 聚 为 一 小 类 ， 且 与 其 他 各 组 的 不 同 


140 ”日 龄 均 未 发 生 聚 类 。 动 态 变化 趋势 分 析 发 现 〈 图 3)，1 一 42 日 龄 时 4 组 肉鸡 


LH 


Wo Sh LEE ALIE 
141 ”变化 的 程度 不 同 ，1 一 28 日 龄 时 A 组 的 动态 变化 值 为 9% 一 33%，B、C、D 组 的 动态 变化 值 分 别 为 


142 ”8% 一 90%、8% 一 56%、17% 一 45%; 35 一 42 日 龄 时 入 组 的 动态 变化 值 仅 为 11% 一 17%，B、C、D 组 


143 ”的 动态 变化 值 分 别 为 5% 一 67%、12% 一 20% 和 29% 一 33%。 由 此 可 见 ， 饲 粮 中 长 期 添加 酸化 剂 和 亚 


144 “剂量 硫酸 新 霉 素 导致 B 组 肉鸡 1 一 42 日 龄 、C 和 DD 组 肉鸡 1 一 28 日 龄 时 回肠 黏膜 菌 群 结构 发 生 剧 烈 


145 ”变化 。 
146 表 2 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 结构 相似 性 矩阵 分 析 
147 Table2 Analysis of the similarity matrix of ileal mucosa microbiota structure of broilers 


组 别 Groups 日 龄 Days of age/d 


A 组 Group A* 67 91 73 89 89 83 
B 组 Group B 50 10 33 92 95 33 
C 组 Group C" 44 91 67 83 80 88 
D 4H Group D* 55 73 67 83 67 71 
A 组 xB 组 # 

T5 44 55 50 40 36 62 


Group AxGroup B* 


A 组 xC 组 # 
75 40 33 73 60 57 71 
Group AxGroup C* 
A 组 xD 组 
50 50 60 40 55 70 7l 
Group AxGroup D* 
148 * 表 示 同 一 组 别 相 邻 2 个 日 龄 的 相似 性 比较 ; RS A ZH AT 00] 5 CR 2E E E] — H e A AL PE E 
149 * mean comparison of the similarity in the same group at adjacent two days of age; * mean comparison 


150 ofthe similarity between group A and other groups at the same days of age, respectively. 


151 
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Dendrogram: UPGMA(Dice) 


Distance 
0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 


Al~A42, B1-B42. C1~C42, D1~D42: AH. B£H. CH, D£H 1. 7. 14. 21. 28. 35, 42 
EL AX el Jf s Rs 2A PRI E DSL 2H. DNA 样品 。 
Al to A42, Bl to B42, Cl to C42 and D1~D42: samples of genomic DNA of ileal mucosa microbiota 
of broilers in groups A, B, C and D at 1, 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days of age, respectively. 
2. 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 结构 相似 性 聚 类 分 析 树 状 图 


Fig.2 The similarity clustering analysis dendrogram of ileal mucosa microbiota structure of broilers 
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一 人 一 A 组 GroupA = m- B8 GroupB 
4 C28 Group C —X -=D 组 Group B 


图 3 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 结构 动态 变化 趋势 图 


Fig.3 The dynamic change trend curves of ileal mucosa microbiota structure of broilers 


EI S Hse ad aE e FEE 


Jr 
表 3 可 知 ，A 组 的 库容 值 低 于 j 


其 他 3 2H, OTUs (operational taxonomic units )、 香 农 指 数 、 均 


匀 度 、 丰 富 度 和 辛普森 指数 均 高 于 B 和 C 4, A 组 的 香农 指数 和 丰富 度 高 于 D 组 ,均匀 度 和 辛普森 


指数 与 D 组 相当 。 说 明 A 组 42 日 龄 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 的 多 样 性 高 于 B、C 和 DD 组 ， 菌 群 多 样 性 信 


BFE, WIETE Emo 
组 别 

OTUs 
Groups 
A 组 Group A 16 
B 组 Group B 7 
C 组 Group C 5 
D£H Group D 9 
2.5 E 


X3 42 日 龄 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 多 样 性 分 析 


Table3 Analysis of the diversity of ileal mucosa microbiota of broilers at 42 days of age 


库容 香农 指数 均匀 度 丰富 度 
Coverage Shannon index Evenness Richness 
83.0% 1.42 0.51 3.30 
91.9% 0.62 0.32 1.34 
94.9% 0.47 0.29 0.87 
90.4% 1.34 0.61 1.76 


M Bh 2H B BEHU E BE SCE AT 


辛普森 指数 


Simpson index 


表 4 可 知 ，A 组 肉鸡 回肠 黏膜 细菌 16S rDNA 随机 克隆 文库 有 94 个 序列 ， 共 6 个 属 ， 归 为 4 


个 科 和 2 个 门 ，B 组 有 87 个 序列 ， 共 3 个 属 ， 归 为 3 个 科 和 1 个 门 ; C 组 有 98 个 序列 ， 共 2 个 属 


于 ， 归 为 2 个 科 和 1 个 门 ; D 组 有 94 个 序列, 共 3 个 属 ， 归 为 3 个 科 和 2 个 门 。 四 组 中 未 知 序列 所 


占 克 隆 总 数 的 比例 分 别 为 55.32%、86.21%、88.78% 和 47.87%， 这 些 细菌 在 GenBank 数据 库 中 找到 
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与 其 相似 性 为 100.0% 的 序列 〈FJ471462.1);， 其 次 是 厚 壁 菌 门 (Firmicutes)， 所 占 克隆 总 数 的 比例 分 


别 为 43.62%、13.79%、11.22% 和 5$1.06%， 厚 壁 菌 门 中 乳 杆 菌 科 (Lactobacillaceae) 所 占 克 隆 总 数 的 


比例 最 大 ， 分 别 为 39.36%、6.90%、10.20% 和 50.00%. A KI D 组 乳 杆 菌 属 (Lactobacillus) 所 占 克 


隆 总 数 的 比例 分 别 为 39.36% 和 50.00%， 极 显著 高 于 B (6.90%) FC ZH (10.20%) (P<0.01); A 组 


与 其 他 各 组 其 他 菌 属 的 种 类 与 组 成 比例 存在 差异 ， 且 均 未 发 现 与 埃 希 氏 菌 属 Escherichia) 相关 序 


列 。 由 此 可 见 ， 饲 粮 中 长 期 添加 酸化 剂 和 亚 剂量 硫酸 新 霉 素 会 影响 42 日 龄 肉鸡 回肠 黏膜 细菌 的 种 类 


和 组 成 比例 ， 尤 其 是 优势 菌 群 乳 杆 菌 属 的 比例 。 


182 


183 


pà 


84 
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表 4 42 日 龄 肉鸡 回肠 黏膜 细菌 16S rDNA 随机 克隆 文库 分 析 


Table 4 Analysis of the random clone library of 16S rDNA of ileal mucosa microbiota of broilers at 42 days of age 
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AH Group A 


总 计 Total 


B 组 Group B 


总 计 Total 


C 组 Group C 


Phylum 


厚 壁 菌 门 Firmicutes 


{AF iil] Bacteroidetes 


未 知 序列 Unknown 
sequence 


厚 壁 菌 门 Firmicutes 


未 知 序列 Unknown 
sequence 


厚 壁 菌 门 Firmicutes 


科 


Family 


乳 杆 菌 科 


Lactobacillaceae 


PIRKE 


Lachnospiraceae 


eS 
Ruminococcaceae 
普 雷 沃 氏 菌 科 


Prevotellaceae 


乳 杆 菌 科 


Lactobacillaceae 


RER 
Clostridiaceae 
肠 球菌 科 


Enterococcaceae 


乳 杆 菌 科 


Lactobacillaceae 


CELE 


3 
Eu 


5 Lactobacillus 


未 分 类 毛 螺 菌 属 Unclassified 


Lachnospiraceae 
假 丁 酸 弧 菌 属 Moryella 


Lachnospiracea incertae sedis 


乳酸 杆菌 


未 分 类 梭 


clos 


tridium IV 


普 氏 菌 属 Prevotella 


W 
m 


& Lactobacillus 


fa Unclassified 


Clostridiaceae 
肠 球菌 属 Enterococcus 


& Lactobacillus 


& Faecalibacterium 


Accession No. 


8000436960 
8000397250 
8000008742 
8002249537 
8001107480 
8001546147 
8002249734 
8001105961 
8001111484 
8000537228 


8000763547 


8000326486 


8000790001 
8001546027 


8002175260 


FJ471462.1 


8000436960 
8000397250 
8000009255 
8001343808 


8000707277 
8001220665 


FJ471462.1 


8000436960 
8000397250 
8001106209 
8000667649 


相似 性 


Similarity/% 
100.0 
100.0 
100.0 
100.0 
100.0 
97.8 
100.0 
100.0 
100.0 
97.8 


97.5 


100.0 


100.0 
100.0 


100.0 


99.0—100.0 52 


100.0 
100.0 
100.0 
100.0 


100.0 
95.0 


99.0— 100.0 75 


100.0 
100.0 
100.0 
99.0 


SB Be Be Be Be eB —— Be wD 


NIST 


Proportion of clones/?6 


39.36 (37/94) ^ 


3.19 (3/94) 


1.06 (1/94) 


1.06 (1/94) 


55.32 (52/94) 


6.90 (6/87) P 


5.75 (5/87) 
1.15 (1/87) 


86.21 (75/87) 


10.20 (10/98) P 


1.02 (1/98) 


185 

186 
><187 
188 
TI 
190 


191 


Ruminococcaceae 


未 知 序列 Unknown FJ471462.1 99.0~ 100.0 87 (9) * 88.78 (87/98) 
sequence 
总 计 Total 98 
S000397250 100.0 20 
S000436960 100.0 22 
AEE 000859527 95.0 1 
乳 杆菌 科 J FAECES E > S A 
"UT Lactobacillaceae 乳酸 杆菌 属 Lactobacillus S000352863 100.0 2 SR 
厚 壁 菌 门 Firmicutes 
S000330124 100.0 1 
D 4H Group D S000859527 98.0 1 
毛 螺 菌 科 未 分 类 毛 螺 菌 属 Unclassified S000013969 100.0 1 1.06 (1/94) 
Lachnospiraceae Lachnospiraceae 
放 线 菌 门 微 球菌 科 涅 斯 捷 连 科 氏 菌 属 Nesterenkonia S000536435 100.0 1 1.06 (1/94) 
Actinobacteria Micrococcaceae 
未 知 序列 Unknown FJA71462.1 100.0 45 (6) * 47.87 (45/94) 
sequence 
总 计 Total 94 


表 中 只 列 出 相似 性 >95% 的 序列 。 未 知 序 列 是 指 在 RDP 与 GenBank 数据 库 中 均 未 找到 相似 性 >95% 的 序列 ; *N Cn) FANN 个 序列 (其 中 有 N-n 个 相同 克隆 子 


II 


或 序列 , n 个 不 同 克 隆子 或 序列 ) 均 在 RDP 数据 库 中 未 找到 与 其 相似 的 序列 ， 而 在 GenBank 数据 库 中 找到 与 其 相似 性 >99% 的 序列 。 同 列 数据 乳 杆 菌 属 所 占 克 隆 总 


数 的 比例 肩 标 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显 著 (P<0.00)， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)。 


Sequence similarity>95% was listed. Unknown sequence mean sequence similarity>95% could not be found in the RDP and GenBank data base. *N(n) mean N sequences 
(included N-n identical clones or sequences and n different clones or sequences) similar sequences could not be found in RDP data base, but sequences similarity>99% could be 
found in GenBank data base. In the same row, values of the proportion of Lactobacillus in the total number of clones with different capital letter superscripts means significant 


difference (P<0.01), while with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05) . 
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192 3 ^W i$ 


193 肉鸡 生长 速度 快 , 易 受 生理 、 环 境 等 因素 的 影响 造成 肠 道 酸度 不 足 和 炎症 ,而 酸化 剂 可 调节 肠 道 适 


194 ” 宣 的 酸性 环境 , 酸化 剂 和 抗生素 均 可 抑制 有 害 菌 、 促 进 有 益 菌 增殖 和 消除 肠 道 炎症 ; 但 长 期 使 用 酸化 剂 


195 “和 抗生素 ， 会 扰乱 宿主 肠 道 菌 群 的 平衡 。 本 试验 PCR-DGGE 图 谱 分 析 表 明 ，1 一 42 日 龄 时 A 组 与 B、C、 


196 “了 D 组 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 结构 的 相似 性 较 低 ，1 一 28 日 龄 时 B、C 和 D 组 回肠 黏膜 菌 群 结 构 发 生 剧 烈 变化 ， 


197 ”35 一 42 日 龄 时 B 组 回肠 黏膜 菌 群 结构 发 生 剧烈 变化 。 试 验 期 间 观 察 肉 鸡 的 采 食 、 饮 水 、 排 泄 等 行为 均 表 


198 ” 现 正 常 ,各 组 肉鸡 的 生产 性 能 无 显著 差异 , 显示 了 酸化 剂 与 抗生素 的 持续 压力 造成 肠 道内 环境 发 生 改变 ， 


limi 
mu 


Dr PE ETE, SCR BR a ES PEPE ED IRD, e 2H. [RT Rr s S tJ BJ Rp 2S E H k E fl 


199 iE f ED ZR RT 


200 ”存在 差异 ,尤其 是 乳酸 杆菌 属 的 组 成 比例 。 宿 主 肠 道 微生物 从 的 成 熟 和 稳定 性 受 年 龄 、 饲 粮 组 分 、 抗 生 


一 201 。” 素 、 遗 传 等 因素 的 影响 ， 进 而 影响 宿主 的 生命 活动 49。 
65 202 酸化 剂 在 家 禽 生产 中 的 应 用 研究 灌 后 于 仔猪 。 研究 表明 , 饲 粮 中 添加 酸化 剂 能 显著 降低 鸡 十 二 指 肠 
N 203 85], HAUAS, e AEF AU 9 22199 d BB HR, LS PLA DC HIE SH 
RET 抗生素 的 主要 功能 是 疾病 防治 和 促 生长 ， 对 肠 道 微 生 态 影响 的 研究 鲜 有 报道 ,有 主要 集中 在 常见 抗生素 
= 205 促 生 长 剂 对 鸡 肠 道 内 容 物 微生物 的 影响 , 如 阿 维 菌 素 、 亚 甲 基 水 杨 酸 杆 菌 肽 、 因 拉 霉 素 、 维 吉 尼 亚 霉 素 、 
= 206 ARAB RUAN, AT, i ORAS FR CORTE DRL ETE R Rr FTO SC PA, 
SN aor RA ASP BU LAE CH a EL As EE BERLE «AOE AERA SE 


(农业 部 许可 使 用 ) 对 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 的 影响 ， 研 究 发 现 ，A 和 D 组 乳 杆 菌 属 所 占 克 隆 总 数 的 比例 分 
肠 内 容 物 


H 


别 为 39.36% 和 50.00%， 极 显著 高 于 B (6.9096) 和 C 组 (10.20%)， 这 与 多 数 有 关 酸 化 剂 对 鸡 


乳酸 杆菌 的 影响 结果 不 一 致 ， 其 原因 可 能 是 酸化 剂 的 组 成 种 类 和 处 理 技术 不 同 。 未 经 包 被 的 酸化 剂 进入 


211 ”上 骨 上 肠 道 后 迅速 发 挥 酸化 作用 ， 降 低 肠 道 PH， 抑制 大 肠 杆菌 等 有 害 菌 的 增殖 ， 而 对 有 益 菌 未 发 生 显著 影 


212 W; 酸化 剂 经 包 被 后 不 易 被 饲 粮 成 分 中 和 ， 达 到 组 释 效 果 ， 调 节 肠 道 pH， 能 显著 提高 乳酸 杆菌 等 有 益 


213 ” 菌 的 增殖 Po28。 各 组 肉鸡 回肠 黏膜 细菌 16S rDNA 随机 克隆 文库 分 析 均 未 发 现 与 埃 希 氏 菌 属 (Escherichia) 


214 ”相关 序列 ， 其 原因 可 能 是 : 1) 肉鸡 的 品种 不 同 ， 肠 道 微 生物 的 选择 与 定植 不 同 。 报 道 认 为 ，5 一 6 周 龄 


215 FR CROSS) 肉鸡 回肠 黏膜 中 可 检测 到 埃 希 氏 菌 属相 关系 列 P930， 与 本 试验 结果 不 一 致 ; 2) 细菌 的 适 


216 — 宣 生长 环境 不 同 。 大 多 数 有 害 菌 适 家 在 中 性 偏 碱 性 环境 中 生长 ， 如 大 肠 杆菌 pH 为 6.0~8.0， 而 有 益 菌 更 


217 ”适宜 于 在 酸性 环境 中 生长 (pH 为 5.4 一 6.4) 。 本 试验 测 得 各 组 肉鸡 〈42 日 龄 ) WAME CORE EID) 


T 


218 ”内 容 物 均 属于 酸性 环境 (pH 为 3.2 一 6.7) 〈 数 据 未 列 出 ) ， 较 适宜 有 益 菌 的 生长 。 此 外 ， 回 肠 黏 膜 细 菌 


219 ”16S rDNA 随机 克隆 文库 分 析 发 现 ， 饲 粮 中 长 期 添加 亚 剂量 硫酸 新 霉 素 能 增加 回肠 笑 膜 优势 菌 群 乳酸 杆 


220 菌 属 的 组 成 比例 , 提示 亚 剂量 抗生素 作为 预防 用 药 在 畜 禽 生产 上 的 应 用 将 是 新 的 研究 方向 , 是 一 种 积极 


221 
222 
223 
224 
225 
226 
227 
228 
229 
230 
231 
d 232 
233 
' 234 
235 
236 
' 237 


238 


= 239 


240 


241 


242 


243 


244 


245 


246 


247 


248 


249 


Hs, RARE ARCHIE, T RAR ATI T ORBE TAL xs. a dU URS GIU E V] 


SAA ELSE AE TG H BU GA IRAE. DAT WIE DUAE ER Sy EOS 8 ER ERE FU TRI ELI a HE — 2 Eo 
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饲 粮 中 长 期 添加 酸化 剂 和 亚 剂量 硫酸 新 霉 素 会 使 1 一 28 日 龄 岭南 黄 羽 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 结构 发 生 


剧烈 变化 ，42 日 龄 肉鸡 回肠 黏膜 菌 群 的 多 样 性 下 降 ， 乳 酸 杆菌 属 的 组 成 发 生 改 变 。 
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Agricultural Sciences, Guangzhou 510640, China) 

Abstract: This experiment was conducted to study the effects of dietary long-term supplemented with acidifiers 
and subclinical doses of neomycin sulfate on the ileal mucosa microbiota composition and dynamic changes of 
yellow-feathered broilers. Eight hundred 1-day-old healthy Lingnan yellow-feathered broilers were randomly 
divided into 4 groups with 5 replicates per group and 40 broilers per replicate. Broilers in control group (group 
A) were fed a basal diet, and the others in groups B, C and D were fed the basal diets supplemented with 0.2% 
acidifier I, 0.3% acidifier II and 50 mg/kg neomycin sulfate, respectively. The experiment lasted for 42 days. 
Ileal mucosa of broilers were collected and microbiota DNA were extracted at 1, 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days 
of age, respectively. Ileal mucosa microbiota structure of broilers were analyzed by polymerase chain 
reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE), and the random clone library of 16S rDNA of 
ileal mucosa microbiota of broilers at 42 days of age were established by 16S rDNA gene sequences 
technology. The results of dynamic change trend analysis showed that the change degree of ileal mucosa 
microbiota structure of broilers in 4 groups was different, the dynamic change value at | to 28 days of age in 4 
groups were 9% to 33%, 8% to 90%, 8% to 56% and 17% to 45%, respectively. The results of the random 
clone library of ileum mucosa microbiota analysis showed that 16 operational taxonomic units (OTUs) (form 
94 sequences) were detected in group A, 7 OTUs (form 87 sequences) in group B, 5 OTUs (form 98 sequences) 
in group C and 9 OTUs (form 94 sequences) in group D. The proportion of Lactobacillus in the total number 
of clones in groups A and D was 39.36% and 50.00%, which was significantly higher than that in groups B 
(6.90%) and C (10.20%) (P<0.01). The type and composition proportion of other species were different 
between groups A and the others. In addition, sequence related to Escherichia were not detected in all groups. 
These results indicate that dietary long-term supplemented with acidifiers and subclinical doses of neomycin 
sulfate can cause remarkably change of the ileal mucosa microbiota structure of Lingnan yellow-feathered 
broilers at 1 to 28 days of age, decreasing of the diversity of ileal mucosa microbiota of broilers at 42 days of 
age, change of the composition of Lactobacillus, and the changes and differences may be caused by the 
acidifier and antibiotic continuous pressure. 

Key words: acidifier; neomycin sulfate; Lingnan yellow-feathered broilers; intestinal mucosa microbiota; 


PCR-DGGE; 16S rDNA clone library 


